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論文内容要旨
<研究の背景、目的>
短鎖脂肪酸は大腸に流入する未消化の糖質や食物繊維が腸内細菌によって発酵を受けて生じ
る終末産物である。特に酪酸は大腸上皮細胞の主要な栄養源となり、細胞の成長と分化に関与し
腸管の恒常性維持に寄与している。また、大腸癌細胞のアポトーシスを誘導し、大腸癌発生抑制
に重要な役割を果たしていることが報告されている。近年、酪酸の受容体である GPR43 ノックア
ウトマウスでは端息、関節炎、腸炎が惹起されることが報告されたD 酪酸、およびその受容体 GPR43
は炎症、免疫等を制御し生体内のエネルギー調節に関与していることが示唆されているが、その
メカニズムはいまだ明らかではない。
一方、オートファジーは自己の細胞内小器官、細胞質を隔離膜とライソソームにより分解消化
する機構であり、細胞内蛋白質の品質管理、感染防御、飢餓応答などの役割を有することが知ら
れている。本研究は大腸癌培養細胞を用いて酪酸とオートファジーの関連を明らかにすることを
目的とした。
<研究の方法>
①GFP-LC3 を安定発現する大腸癌培養細胞株を樹立し、オートファジーを蛍光顕微鏡下で観察し
た。また、オートファジーによる LC3- 1 → E への変換をウエスタンブロットで確認した。また、
電子顕微鏡でオートファゴソームの二重膜を観察した。②酪酸刺激による細胞障害性を MTS アッ
セイで確認した。アポトーシスの検出はフローサイトメトリーを用いた。次に、オートファジー
の抑制剤である 3-methyladenine を同時に負荷しアポトーシスに与える影響を検討した。③ウエ
スタンブロットにて細胞内シグナル変化を検出した。 GPR43 特異的な siRNA を導入しオートファ
ジーの誘導を抑制しうるか検討を行ったo GPR43 を安定的にノックダウンする shRNA を導入し、
細胞死やオートファジーに与える影響を検討した。さらに、 GPR43 の阻害薬や、 MAPK の阻害薬と
の併用が細胞死やオートファジーに与える影響を検討した。
<結果>
①GFP-LC3 を安定発現する SW480 細胞、 HT29 細胞を樹立した。蛍光顕微鏡観察では酪酸刺激によ
り LC3 のドットが増加した。また、ウエスタンブロットでは酪酸刺激により SW480 細胞、 HT29
細胞の LC3-II の発現が充進した。電子顕微鏡下でオートファゴソームの二重膜の形成を確認し
た。②MTS アッセイでは SW480 細胞における 500/0細胞障害濃度 (IC50) は 5. 12 mM, HT29 細胞では
26.9 mM であった。フローサイトメトリーによるアポトーシスの検出では、 SW480 細胞における
5mM、 20 mM、 50 mMの酪酸の 24 時間刺激でそれぞれ平均 4.00 :! 1. 2%、 6. 3 土 0.2見、 7.57 :! 
1. 3犯で、あった。同条件で 10 mMの 3-methyladenine を 16 時間同時に負荷したところ、アポトー
シス細胞は平均 9.02 :! 2.5目、 12.5 :! 6.5弘、 17.9::!: 1. 0弘と著明に増加した。③ウエスタンブ
ロットで細胞内のシグナル変化を検出した。低濃度 (2 mM) 酪酸の 24 時間、 48 時間の刺激では
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p-AMPK の発現充進を認めたが、 m-TOR、 Akt の変化を認めなかった。高濃度 (20 mM、 50 mM)酪酸
の 24 時間の刺激では AMPK、 Akt 、 m一TOR の発現に変化を認めなかった。 SW480 細胞、 HT29 細胞に
GPR43 が発現していることを RT-PCR 法で確認した。 GPR43 ノックダウン細胞では、細胞死やオー
トファジー誘導に変化は認めなかった。さらに百日咳毒素、及び U-73122 にて GPR43 受容体機能
を阻害したが細胞死やオートファジー抑制効果を認めなかった。代表的な MAPK である p38 、 ERK、
JNK を阻害する SB203580 、 PD98059 、 JNK inhibitor-l をそれぞれ併用したがオートファジー抑
制効果は認めなかった。
<結論>
本研究によりヒト大腸癌培養細胞において酪酸はオートファジーを誘導することが示された。
また、誘導されたオートファジーを阻害することで酪酸のアポトーシス誘導作用が増強すること
が明らかにされた。さらに、オートファジーは m-TOR 非依存性経路で誘導され、オートファジー
誘導メカニズムに酪酸受容体 GPR43/MAPK が関与しないことが示唆された。
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本論文は、大腸癌培養細胞を用いて、短鎖脂肪酸とオートファジーの関連を明らかにすることを目的として
いる。酪酸は大腸上皮細胞の主要な栄養源となり、細胞の成長と分化に関与し腸管の恒常性維持に寄与してい
る。また、大腸癌細胞のアポトーシスを誘導し、大腸癌発生抑制に重要な役割を果たしていることが報告され
ている。一方で、オートファジーは自己の細胞内小器官、細胞質を隔離膜とライソソームにより分解消化する
機構であり、細胞内蛋白質の品質管理、感染防御、飢餓応答などの役割を有することが知られている。
まず、 GFP-LC3 を安定発現する大腸癌培養細胞株 SW480 を樹立しオートファジーのモニター系を確立した。
蛍光顧微鏡観察では酪酸刺激により LC3 のドットが増加した。また、ウエスタンプロットでは酪酸刺激により
SW480 細胞、 HT29 細胞の LC3-II の発現が充進した。電子顕微鏡下でオートファゴソームの二重膜の形成を確
認した。以上より、ヒト大腸癌培養細胞において酪酸はオートファジーを誘導することが示された。
次に、酪酸は大腸癌培養細胞の細胞生存率を低下させアポトーシスを誘導することを MTS アッセイ、及びフ
ローサイトメトリーで示した。また、誘導されたオートファジーを抑制することでアポトーシス細胞が著明に
増加することを示した。これにより、オートファジーは酪酸によるストレスに対する防御システムとして誘導
されている事が示唆された。酪酸の抗腫療効果はオートファジーを抑制することで増強するため、オートファ
ジー抑制剤の併用により効率よく腫蕩抑制効果が発揮できる可能性があり、短鎖脂肪酸とオートファジー抑制
剤のコンピネーションが新しい癌治療の手法となる可能性が示唆された。
また、細胞内シグナル伝達経路の検討で、は、酪酸のオートファジー誘導メカニズ、ムは m-TOR 非依存性である
事が示された。さらに、酪酸の受容体である GPR43 ノックダウン細胞では、細胞死やオートファジー誘導に変
化は認めなかった。百日咳毒素、及び U-73122 などの GPR43 受容体機能を阻害しても細胞死やオートファジー
抑制効果を認めなかった。以上より、オートファジーは m-TOR 非依存性経路で誘導され、オートファジー誘導
メカニズムに酪酸受容体 GPR43 が関与しないことが示唆された。
本論文は、大腸癌培養細胞を用いた酪酸とオートファジー、及びアポトーシスとの関連の基礎となる研究で
ある。第一次審査で指摘された不備は修正されており、本論文内容は十分に学位に値するものと考えられる。
よって，本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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